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1 Einleitung 
1.1 Glioblastoma multiforme 
Jährlich erkranken in Europa etwa 60.000 Menschen an einem Tumor des Zentralen 
Nervensystems - 33 % davon an einem Glioblastoma multiforme. Damit zählen 
Glioblastome zu den häufigsten und mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 2,7 % 
auch zu den aggressivsten hirneigenen Tumoren des Menschen (Sant et al. 2012). 
Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) sieht eine Klassifizierung der ZNS-Tumoren 
nach ihrem Ursprungsgewebe vor. Demnach wird das Glioblastoma multiforme zu den 
astrozytären Tumoren gerechnet, welche ebenso wie Oligodendrogliome, 
Oligoastrozytome, ependymale Tumoren und Tumoren des Plexus choroideus ihren 
Ursprung in den neuroepithelialen Zellen haben (Louis et al. 2016). 
In der Mehrzahl der Fälle treten Glioblastome sporadisch auf, wobei in 5 - 10 % eine 
familiäre Häufung zu beobachten ist (Sadetzki et al. 2013). Klinisch und 
molekulargenetisch unterteilt man Glioblastome anhand ihrer für eine Isocitrat-
Dehydrogenase codierenden Gene IDH1 und IDH2 in 1) Glioblastome vom IDH-
Wildtyp, 2) Glioblastome mit IDH-Mutationen sowie 3) NOS (engl. not otherwise 
specified), deren volle IDH-Sequenzierung bisher nicht durchgeführt werden konnte. 
Glioblastome vom IDH-Wildtyp entsprechen in der überwiegenden Mehrzahl der Fälle 
der bisher als primäre Glioblastome bezeichneten Entität; Glioblastome mit IDH-
Mutationen korrespondieren mit den als sekundär bezeichneten Glioblastomen. 
IDH-Wildtyp-Glioblastome stellen mit ca. 90 % den überwiegenden Anteil. Sie 
entwickeln sich de novo innerhalb weniger Monate aus undifferenzierten 
Gliavorläuferzellen. Kennzeichnend ist ihre supratentorielle Lokalisation sowie 
ausgeprägte Nekrosezonen. Betroffen sind überwiegend ältere Personen (~ 62 Jahre) 
männlichen Geschlechts. Die mittlere Überlebensdauer beträgt nur 4 Monate. 
Glioblastome mit IDH-Mutationen, welche etwa 10 % ausmachen, finden sich 
hingegen vor allem bei Patienten jüngeren Alters (~ 44 Jahre) ohne eindeutige 
Geschlechterpräferenz. Lokalisiert sind sie vorwiegend frontal mit nur gering 
ausgeprägten Nekrosezonen (Louis et al. 2016). Glioblastome mit IDH-Mutationen 
entwickeln sich aus niedrig-malignen Astrozytomen. Die Progression vom 
anaplastischen Astrozytom (WHO-Grad III) zum Glioblastom beträgt etwa zwei Jahre, 
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vom niedriggradigen diffusen Astrozytom (WHO-Grad II) ausgehend fünf Jahre 
(Ohgaki und Kleihues. 2013). 
Die Entstehung eines Glioblastoma multiforme ist das Resultat verschiedener 
Genmutationen, welche insbesondere Tumorsuppressorgene aber auch Zellzyklus- 
und Apoptose-regulierende Gene betreffen. Die häufigste Alteration findet sich in 
Chromosom 10q. Punktmutationen führen zum Verlust eines oder mehrerer 
Tumorsuppressorgene und damit zu einem „loss of heterozygosity“. Eines der 
betroffenen Gene liegt an Position 10q23 und codiert die Phosphatase PTEN (engl. 
phosphatase and tensin homolog; Fults und Pedone. 2000). Einen weiteren wichtigen 
Mechanismus stellt die Überexpression des epidermal growth factor receptor (EGFR) 
dar, welcher durch Amplifikationen der betreffenden Gensequenz auf Chromosom 7 
bedingt ist. Daraus resultieren eine gesteigerte Zellproliferation und eine Hemmung 
der Apoptose mit Immortalisierung der Zellen. Während der „loss of heterozygosity 
10q“ in primären und sekundären Glioblastomen etwa gleich häufig auftritt, scheinen 
die EGFR-Amplifikationen und PTEN-Mutationen insbesondere für die Entstehung 
primärer Glioblastome von Bedeutung zu sein. Sekundäre Glioblastome zeichnen sich 
durch bereits frühzeitig auftretende Mutationen in den IDH1- und IDH2-Genen aus, 
wobei die IDH1-Mutationen mit > 80 % den größten Anteil stellen (Parsons et al. 2008). 
Erst im weiteren Verlauf der Gliomagenese kommen weitere Alterationen, wie 
Mutationen im Tumorsuppressorprotein p53, welches regulierend in eine Vielzahl 
zellulärer Prozesse eingreift, darunter Zellzykluskontrolle, Zelldifferenzierung und 
Neovaskularisation (Ohgaki und Kleihues. 2007) und Mutationen im ATRX-Gen 
(Ohgaki und Kleihues. 2013) hinzu. Eine genaue Übersicht der beschriebenen 
Genmutationen gibt Abbildung 1. 
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Abbildung 1: Genmutationen primärer und sekundärer Glioblastome (nach Ohgaki und 
Kleihues. 2013) 
Schematische Darstellung der Progression primärer und sekundärer Glioblastome aus glialen Progenitorzellen. LOH - loss of 
heterozygosity, EGFR - epidermal growth factor receptor, TP53 - tumor suppressor protein 53, PTEN - phosphatase and tensin 
homolog 
Auch verschiedene Erbkrankheiten wie die Neurofibromatose Typ 1, die tuberöse 
Sklerose, das Li-Fraumeni- und das Turcot-Syndrom sind mit einem vermehrten 
Vorkommen von Glioblastomen vergesellschaftet (Robertson et al. 2010). Einziger 
bekannter umweltassoziierter Risikofaktor ist die Exposition gegenüber hochdosierter 
ionisierender Strahlung (Chandana et al. 2008). 
Charakteristisch für das Glioblastom ist seine makroskopisch imponierende „bunte“ 
Schnittfläche mit gelblichen Nekrosezonen, Blutungen und grau-weißem 
Tumorgewebe. Regelhaft findet sich ein perifokales Ödem. Mikroskopisch handelt es 
sich um einen zellreichen, meist polymorphen Tumor mit sehr hoher Mitoserate 
(Böcker et al. 2008). Typisch ist ein Nebeneinander von fibrillären und reaktiven 
Astrozyten, Spindelzellen, kleinen anaplastischen Zellen und pleomorphen 
multinukleären Riesenzellen. Pathologische Gefäßproliferationen und Thrombosen 
gelten als weitere essentielle Charakteristika (Reifenberger und Collins. 2004). Die 
genannten morphologischen Merkmale, die schnelle Tumorprogression und die 
niedrige Überlebensrate führen zu einer Einstufung des Glioblastoma multiforme als 
Grad IV - Tumor nach der WHO (Louis et al. 2007). 
Einleitung 
 4 
Glioblastome entstehen bevorzugt im Bereich der frontotemporalen 
Großhirnhemisphären. Typisch ist ihre ausgeprägte Neigung zum diffus-infiltrativen 
Wachstum und die rasche Ausbreitung entlang kompakter Myelinbahnen. Dringt der 
Tumor über das Corpus callosum bis in die kontralaterale Hemisphäre vor, so entsteht 
das Bild eines bilateral symmetrischen „Schmetterlingsglioms“. 
Die lokale Infiltration und Zerstörung gesunden Hirngewebes und die raumfordernde 
Wirkung mit Zunahme des intrakraniellen Druckes führen innerhalb weniger Wochen 
bis Monaten zu Symptomen. Erstes klinisches Zeichen ist ein meist dumpf-drückender, 
teils über Monate persistierender Kopfschmerz. Aber auch ein erstmalig im 
Erwachsenenalter auftretender epileptischer Anfall kann ein Hinweis auf eine 
intrakranielle Raumforderung sein. Je nach Lokalisation und Größe des Tumors 
können klinische Zeichen eines erhöhten Hirndrucks wie Übelkeit und Erbrechen, 
fokale neurologische Symptome, Vigilanzstörungen bis hin zu 
Persönlichkeitsveränderungen auftreten (Chandana et al. 2008). 
Der aktuelle Therapiestandard umfasst die möglichst vollständige mikrochirurgische 
Tumorentfernung. Aufgrund des infiltrativ-diffusen Wachstums verbleiben jedoch 
postoperativ bis zu 20 % der Tumorzellen in den Zellstrukturen des umgebenden 
Hirnparenchyms. Aus diesem Grund erfolgen anschließend in der Regel eine 
Bestrahlung der Tumorregion sowie eine Chemotherapie mit Temozolomid (Hacker 
2008). 
Die Prodrug Temozolomid zählt zu den alkylierenden Zytostatika und zerfällt nach 
Aufnahme rasch in seine aktive Form Methylhydrazin. Diese bewirkt eine DNA-
Methylierung an der O6-Position des Guanins und induziert damit G2/M-
Zellzyklusarrest und Apoptose. Die O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase 
(MGMT), ein Schlüsselenzym der DNA-Reparatur, entfernt O6-Methylguanin wieder 
aus der DNA und wird dadurch selbst irreversibel deaktiviert. Man geht davon aus, 
dass die MGMT die Hauptursache für die Resistenz der Tumorzellen gegenüber der 
chemotherapeutischen Behandlung mit alkylierenden Substanzen darstellt (Spiegl-
Kreinecker et al. 2010). Das epigenetische Silencing des MGMT-Gens durch 
Methylierung der in der Promoterregion gelegenen CpG-Insel erhöht die Sensitivität 
der Tumorzellen gegenüber alkylierenden Substanzen (Esteller und Herman. 2004; 
Hegi et al. 2005). Hegi et al. konnten in einer Studie an 206 untersuchten 
Glioblastompatienten in 45 % der Fälle eine solche MGMT-Promotermethylierung 
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nachweisen. Die betroffenen Patienten profitierten hinsichtlich des Gesamtüberlebens 
signifikant von einer Chemotherapie mit Temozolomid. 
Bei älteren Patienten (> 65 Jahre) wird abhängig vom Methylierungsstatus des MGMT-
Promoters nach primärer Tumorresektion entweder eine Monotherapie mit 
Temozolomid (bei vorhandener Methylierung) ggf. in Kombination mit fraktionierter 
Bestrahlung oder bei fehlendem oder unbekannten MGMT-Status eine alleinige 
hypofraktionierte Strahlentherapie empfohlen (Malmström et al. 2012; Wick et al. 
2012).  
Nach einem Progressions-freien Intervall von im Mittel 6,9 Monaten treten trotz 
primärer Triple-Therapie bei ca. 90 % der Patienten Rezidivtumoren auf. Die mediane 
Überlebenszeit von Glioblastompatienten liegt bei 14,6 Monaten (Stupp et al. 2005). 
1.2 Glutamathomöostase im Zentralen Nervensystem 
Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter des Zentralen 
Nervensystems und verantwortlich für den Großteil der kortiko-kortikalen und kortiko-
fugalen Neurotransmissionen (Javitt et al. 2011). Die Aufrechterhaltung einer niedrigen 
extrazellulären Glutamatkonzentration ist entscheidend für die Sicherstellung der 
synaptischen Signalübertragung und der Verhinderung neurotoxischer Schäden (Ye 
et al. 1999). 
Im gesunden Gehirn wird die Signalübertragung durch ein enges Zusammenspiel von 
Neuronen und Gliazellen reguliert. 
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Abbildung 2: Signalübertragung am synaptischen Spalt 
Dargestellt ist die Signalübertragung am synaptischen Spalt. Nach Exozytose des Glutamats in den synaptischen Spalt bindet 
dieses an postsynaptische Rezeptorsysteme, woraufhin eine Reihe von Signalkaskaden in Gang gesetzt werden. Anschließend 
erfolgt die Wiederaufnahme des Glutamats vom präsynaptischen Neuron oder von Gliazellen (Details siehe Text). GLT1 – 
Glutamattransporter 1 
Wie in Abbildung 2 dargestellt, wird Glutamat vom präsynaptischen Neuron mittels 
Ca2+-abhängiger Vesikelfusion in den synaptischen Spalt abgegeben. Durch Bindung 
an postsynaptische Rezeptorsysteme, wie AMPA-R und NMDA-R werden eine Reihe 
von Signalkaskaden in Gang gesetzt, welche u.a. für die schnelle synaptische 
Signaltransmission verantwortlich aber auch in komplexe Lernvorgänge involviert sind 
(Groot und Sontheimer. 2011). Anschließend wird der Transmitter entweder erneut von 
der präsynaptischen Zellmembran aufgenommen oder er diffundiert aus dem 
synaptischen Spalt heraus und wird von Gliazellen, insbesondere Astrozyten, entfernt. 
Ein Anstieg der extrazellulären Glutamatkonzentration auf neurotoxische Level wird in 
erster Linie durch die Aktivität Na+-abhängiger Glutamattransporter verhindert. Hierzu 
zählen die Transporter GLAST und GLT-1, welche vor allem von Astrozyten exprimiert 
werden und Glutamat entlang des elektrochemischen Gradienten für Na+, K+ und H+ 
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entgegen des steilen transmembranären Glutamat-Gradienten in die Zelle 
transportieren. Aufgrund der räumlichen Nähe astrozytärer Zellen zum synaptischen 
Spalt spricht man ihnen eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der 
Glutamathomöostase zu (Ye et al. 1999). Das in Abbildung 2 ebenfalls gezeigte 
bidirektional arbeitende Transportersystem xc- wird nachfolgend ausführlicher 
beschrieben, da es im Zentrum der in der vorliegenden Arbeit präsentierten Studien 
steht. 
1.3 Glutamathomöostase in malignen Gliomen 
Die neoplastische Transformation astrozytärer Zellen in maligne Gliome geht mit dem 
Verlust ihrer Fähigkeit zur Aufrechterhaltung der Glutamathomöostase einher. Der 
unkontrollierte Anstieg der extrazellulären Glutamatkonzentration führt zur Aktivierung 
von NMDA- und AMPA/KA-Rezeptoren und einem massiven Ca2+-Einstrom in 
umliegende Neurone mit konsekutivem Zelltod (Ye et al. 1999). 
Neben dem durch die gute Vaskularisierung und die hyperpermeable Blut-Hirn-
Schranke in Tumorgeweben per se gesteigerten Nährstoffangebot scheint diese 
Beobachtung auf die geänderte Expression der Glutamattransporter in 
Glioblastomzellen zurückzuführen zu sein. Vergleicht man astrozytäre Zellen mit 
Zellen maligner Gliome, so zeigt sich eine starke, mehr als 10-fache Reduktion des 
zelleinwärts gerichteten Na+-abhängigen Glutamattransports in Gliomen (Ye und 
Sontheimer. 1999). Western Blot-Experimente haben ergeben, dass in Gliomen 
lediglich der Na+-abhängige Transporter GLAST in zu gesundem Gewebe 
vergleichbaren Größenordnungen exprimiert wird. Wie weiterführende 
immunhistochemische Färbungen deutlich gemacht haben, wird das GLAST-Protein 
in Glioblastomzellen im Zellkern akkumuliert und nur in geringer Menge an der 
Zelloberfläche exprimiert, so dass ihm nur eine untergeordnete Rolle in der Glutamat-
Clearance zukommt. GLT-1 konnte in Glioblastomzellen nicht nachgewiesen werden 
(Ye et al. 1999). Vorangehende Arbeiten haben gezeigt, dass in Glioblastomzellen der 
Glutamattransport in über 50 % Na+-unabhängig stattfindet (Ye et al. 1999). Dies 
erfolgt in erster Linie über das Cystin-Glutamat-Antiportsystem xc-. 
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1.4 System xc- 
Das System xc- ist ein heterodimeres Aminosäure-Antiport-System, welches den 
bidirektionalen Na+-unabhängigen Austausch von L-Cystin gegen L-Glutamat über 
eine zelluläre Plasmamembran im Verhältnis 1:1 gewährleistet (Gasol 2004). 
Heterodimere Aminosäuretransporter gehören zur Gruppe der solute carriers (SLC), 
welche mit 48 % den größten Anteil aller Transporter-assoziierter Gene stellen. Aktuell 
umfassen die SLCs 52 Genfamilien mit fast 400 bekannten humanen 
Transportergenen (Hediger et al. 2013). 
 
Abbildung 3: Prozentuale Verteilung Transporter-assoziierter Gene (vgl. Hediger et al. 2013) 
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung Transporter-assoziierter Gene. SLC – solute carrier, VGIC – voltage gated ion channels, 
OIC – other ion channels (z.B. Aquaporine, Connexine), LGIC – ligand gated ion channels, ABC – ABC-Transporter, P-ATPasen 
– P-type ATPasen, V-ATPasen – V-type ATPasen, F-ATPasen – F-type ATPasen 
Das Nomenklatursystem der SLCs wurde von Matthias Hediger und Phyllis McAlpine 
in den 1990er Jahren entwickelt und in Zusammenarbeit mit Elspeth Bruford erweitert 
(Hediger et al. 2004). Nach der Grundbezeichnung SLC folgt eine die Genfamilie 
bezeichnende Nummer (z.B. SLC7, solute carrier-Familie 7), gefolgt von einem 
Buchstaben zur Benennung der Subfamilie und schließlich einer weiteren Zahl zur 
Bezeichnung des individuellen Transportergens (z.B. SLC7A11). Die Zugehörigkeit zu 
einer Genfamilie ist gegeben, wenn mindestens 20 % der Aminosäuresequenz mit der 
anderer Gene aus dieser Familie übereinstimmt (Hediger et al. 2013). 
48%
17%
12%
9%
6%
3%
3% 2%
SLC VGIC OIC LGIC ABC P-ATPasen V-ATPasen F-ATPasen
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Heterodimere Aminosäureaustauscher bestehen aus einer regulatorischen schweren 
Untereinheit, die den endogenen Transport des Heterodimers zur Plasmamembran 
gewährleistet und einer katalytischen leichten Untereinheit, welche die 
Transporterfunktion sicherstellt. Beide Untereinheiten sind über eine Disulfidbrücke 
miteinander verbunden. 
Bisher konnten zwei homologe schwere Untereinheiten geklont werden, welche zur 
SLC3-Familie gehören: 4F2hc und rBAT. Diese können wiederum mit einer Reihe 
leichter Untereinheiten der SLC7-Familie kombiniert sein, um einen heterodimeren 
Aminosäureaustauscher zu generieren (Palacin 2005; siehe Tabelle 1). 
Schwere Kette 
(Gen) 
 Leichte Kette 
(Gen) 
Aminosäuretransporter 
4F2hc 
(SLC3A2) 
 y+LAT1 
(SLC7A7) 
y+L 
y+LAT2 
(SLC7A6) 
y+L 
LAT1 
(SLC7A5) 
L 
LAT2 
(SLC7A8) 
L 
ascAT1 
(SLC7A10) 
asc 
SLC7A11 
(SLC7A11) 
xc- 
rBAT 
(SLC3A1) 
 b0,+AT1 
(SLC7A9) 
b0,+ 
Tabelle 1: Heterodimere Aminosäuretransporter 
Mögliche Kombinationen schwerer und leichter Untereinheiten und die daraus resultierenden Aminosäuretransporter, in blau: 
schwere und leichte Untereinheit des Systems xc- 
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Bei den schweren Untereinheiten rBAT (molekulare Masse ~ 90 kDa) und 4F2hc 
(molekulare Masse ~ 80 kDa) handelt es sich um membranständige N-Glykoproteine 
vom Typ II. Sie sind charakterisiert durch eine einzelne transmembranäre Domäne, 
einen intrazellulären NH2-Terminus sowie einem extrazellulären COOH-Terminus. Die 
leichten Untereinheiten (~ 50 kDa) sind stark hydrophob und nicht glykosyliert. Sie 
bestehen aus 12 transmembranären Domänen mit intrazellulär gelegenen NH2- und 
COOH-Termini. 
Das in dieser Arbeit untersuchte System xc- setzt sich aus der schweren Untereinheit 
4F2hc und der leichten Untereinheit SLC7A11 zusammen. In älteren Literaturangaben 
findet man bisweilen noch die Bezeichnung „xCT“ anstelle von SLC7A11. Diese 
Nomenklatur ist inzwischen verlassen, so dass auch in dieser Arbeit ausschließlich die 
Bezeichnung SLC7A11 sowohl für das Gen als auch das zugehörige Protein 
Verwendung findet. 
Abbildung 4 zeigt ein Modell des Systems xc-. Die Untereinheit SLC7A11 besteht aus 
502 Aminosäuren und weist zusätzlich eine re-entrant-Schleife zwischen den 
transmembranären Domänen 2 und 3 auf (Sato et al. 1999).  
 
Abbildung 4: Modell des System xc- 
Gezeigt ist ein topologisches Modell des System xc- mit 12 transmembranären Domänen, intrazellulär lokalisierten NH2- und 
COOH-Termini sowie einer Disulfidbrücke zwischen 4F2hc und SLC7A11. 
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Im gesunden menschlichen Organismus wird das System xc- vor allem im Gehirn und 
im Rückenmark exprimiert, wobei es insbesondere an den Grenzen zwischen 
Zentralem Nervensystem und Peripherie (Gefäßendothel, ependymale Zellen, Plexus 
choroideus, Leptomeningen) nachgewiesen werden konnte (Bridges et al. 2012). 
Auch in Zellen peripherer Gewebe, wie denen des Immunsystems (Kim et al. 2001) 
oder in der Bürstensaummembran der Nieren und des Duodenums, konnte das 
gleichzeitige Vorkommen von SLC7A11 und 4F2hc immunhistochemisch gezeigt 
werden (Bridges et al. 2012). 
Die Expression des Systems xc- ist komplexen Regulationsmechanismen unterworfen, 
wobei die Regulation der Transkription der leichten Untereinheit von größerer 
Bedeutung zu sein scheint als die der schweren Untereinheit 4F2hc. Lewerenz et al. 
(2013) konnten zeigen, dass die Überexpression allein der leichten Untereinheit in 
einer Vielzahl der untersuchten Zellen zu einem deutlichen Aktivitätsanstieg des 
Proteins führt. Zu den Stimuli in vitro zählen neben Sauerstoff (Bannai et al. 1989) und 
einer Reihe elektrophiler Substanzen (Bannai 1984) auch Entzündungsmediatoren wie 
bakterielle Lipopolysaccharide und TNFα (Sato et al. 1999), ein Mangel an 
Aminosäuren oder oxidativer Stress (Bridges et al. 2012). Eine Hemmung des 
Transporters kann durch S-4-carboxyphenylglycine (S-4-CPG) und das Pharmakon 
Sulfasalazin (Gout et al. 2001) erreicht werden. 
Das bereits in der Therapie chronisch entzündlicher Darmerkrankungen und der 
chronischen Polyarthritis etablierte Immunsuppressivum Sulfasalazin ist eine 
Kombination aus dem Antibiotikum Sulfapyridin und der entzündungshemmenden 
Substanz 5-Aminosalicylsäure, welche über eine Azobrücke miteinander verbunden 
sind. Erstmals wurde Sulfasalazin 1942 synthetisiert. 2001 konnten Gout et al. in 
Experimenten an Lymphomzellen die hemmende Wirkung des Sulfasalazins auf das 
System xc- nachweisen (Gout et al. 2001). 2009 bewiesen Chung und Sontheimer 
diesen Effekt auch in Gliomazellen (Chung und Sontheimer. 2009).  
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1.5 Glutathionmetabolismus im Zentralen Nervensystem 
Das Tripeptid Glutathion zählt zu den wichtigsten Antioxidantien des menschlichen 
Organismus. Es wird in zwei cytosolischen Syntheseschritten ATP-abhängig aus 
Glutamat, Cystein und Glycin synthetisiert (Löffler et al. 2007). 
 
Abbildung 5: Glutathionsynthese 
Schematische Darstellung der Glutathionsynthese aus Glutamat, Cystein und Glycin (Details siehe Text). 
Limitierender Faktor der Glutathionsynthese ist die Verfügbarkeit der nicht-essentiellen 
Aminosäure Cystein. Cystein kann entweder direkt oder in seiner oxidierten Form 
Cystin über das System xc- von der Zelle aufgenommen werden (Lu 2009). Während 
Neuronen und Astrozyten mehrere Transportsysteme zur Verfügung stehen, können 
Glioblastomzellen Cystin ausschließlich über das System xc- aufnehmen (Chung et al. 
2005). Intrazellulär wird Cystin sofort zu Cystein reduziert. Dies erfolgt entweder über 
die Bildung eines Zwischenprodukts mit Hilfe bereits vorhandenen intrazellulären 
Glutathions oder unter Katalyse der Thioredoxinreduktase 1. Erster Schritt der 
Glutathionsynthese ist die Bildung von γ-Glutamylcystein durch die Glutamylcystein-
Synthetase. Anschließend wird unter Katalyse der Glutathionsynthetase aus γ-
Glutamylcystein und Glycin Glutathion gebildet. 
Glutathion kann sowohl nicht-enzymatisch als auch enzymatisch in einer durch 
verschiedene Glutathionperoxidasen katalysierten Reaktion reaktive 
Sauerstoffradikale reduzieren. Dabei wird Glutathion zu Glutathiondisulfid oxidiert, 
welches anschließend von der Glutathionreduktase unter Verbrauch eines NADPH 
wieder zu Glutathion reduziert wird (Lewerenz et al. 2013). Neben seiner Funktion als 
Antioxidans spielt Glutathion auch eine wichtige Rolle in der Detoxifikation, der 
Aufrechterhaltung des Thiolstatus und der Regulierung der Zellproliferation (Lu 2009). 
1.6 Aufgabenstellung 
Vorangegangene Arbeiten deuteten darauf hin, dass eine Korrelation zwischen 
extrazellulärem Glutamat und intrazellulärem Glutathion in Zellen von Glioblastoma 
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multiforme besteht. Eine wesentliche Rolle scheint hierbei das Glutamat/Cystin-
Antiportersystem xc- zu spielen. 
Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diesen Zusammenhang zu überprüfen. 
Zugleich sollte untersucht werden, ob sich Zellen aus durch Biopsien gewonnenen 
Kulturen im Hinblick auf ihre Glutamatproduktion und -sekretion unterscheiden und ob 
dies eine Auswirkung auf die Menge an produziertem Glutathion hat. 
Zu diesem Zweck musste zunächst ein Assay entwickelt werden, mit dessen Hilfe 
Glutamat unter den von uns gewählten Untersuchungsbedingungen zuverlässig 
gemessen werden konnte. Anschließend wurden die extrazellulären Glutamatmengen 
und das intrazellulär gebildete Glutathion sowohl in Zellen etablierter 
Glioblastomzelllinien als auch in Primärkulturen gemessen und zueinander ins 
Verhältnis gesetzt. Darauf aufbauend wurde abschließend der Einfluss einer 
Hemmung des Systems xc- mittels Sulfasalazin auf die Glutathionsynthese in Zelllinien 
und primären Zellkulturen untersucht. 
Material 
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2 Material 
2.1 Chemikalien 
AmnioMAXTM-C100 Supplement Invitrogen, Karlsruhe 
AmnioMAXTM-Medium C100 Invitrogen, Karlsruhe 
BSA Sigma-Aldrich, Steinheim 
D(+)-Glucose Merck KGaA, Darmstadt 
DMEM 11960 high glucose 4,5 g/l Invitrogen, Karlsruhe 
„DMEM-zero“ D5030 Invitrogen, Karlsruhe 
DMEM low glucose 1 g/l PAA Laboratories GmbH, Pasching 
DMSO Sigma-Aldrich, Steinheim 
DTNB Sigma-Aldrich, Steinheim 
EDTA 0,2 M Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Ethanol Baker, Deventer, NL 
FKS PAA Laboratories GmbH, Kölbe 
GlutaMaxTM 100x Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 35050 
Glutathion Sigma-Aldrich, Steinheim 
Glycin Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
HCl (1N) - Maßlösung Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Hydrazinsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 
Imidazol Sigma-Aldrich, Steinheim 
KH2PO4 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
KOH (1M) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
MycoKill PAA Laboratories GmbH, Kölbe 
NaCl Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NAD+ Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
NaHCO3 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Material 
 15 
NaOH Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Natrium-L-Glutamat-Monohydrat Merck KGaA, Darmstadt 
Neurobasal A Invitrogen, Karlsruhe 
Penicillin G Sigma-Aldrich, Steinheim 
Pyruvat Sigma-Aldrich, Steinheim 
rauchende HCl Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Streptomycinsulfat Sigma-Aldrich, Steinheim 
tert-Butylhydroperoxid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Trypanblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
Β-Nicotinamide adenine dinucleotide  
phosphate reduced tetrasodium salt 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
2.2 Enzyme 
Accutase PAA Laboratories GmbH, Kölbe 
Glutamat - Dehydrogenase Roche Diagnostics, Mannheim 
Glutathion-Reduktase (From Bakers 
Yeast) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
2.3 Inhibitoren 
phenylacetic acid Sigma-Aldrich, Steinheim 
Sulfasalazin Sigma-Aldrich, Steinheim 
2.4 Untersuchungsmaterial 
2.4.1 Zelllinien 
T98G humanes Glioblastoma multiforme WHO-Grad IV; ATCC, Manassas, VA 
USA, CRL-1690 
1321N1 humanes Astrozytom; ECACC, Salisbury, UK, 86030402 
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2.4.2 Primärkulturen 
Die in dieser Arbeit verwendeten Primärtumoren wurden im Rahmen von 
Hirntumoroperationen an der Klinik und Poliklinik für Neurochirurgie Leipzig 
entnommen. Bei allen Geweben handelt es sich um ein Glioblastoma multiforme 
WHO-Grad IV. Ein Einverständnis zur Verwendung des operativ entfernten Gewebes 
liegt für alle Patienten vor. 
Kultur Geschlecht Alter  Spezifizierung Lokalisation 
09/05 ♂ 70 Primärtumor okkzipital rechts 
25/06 ♀ 65 Primärtumor frontokortikal rechts 
28/06 ♂ 87 Primärtumor frontal rechts 
01/07 ♂ 74 1. Rezidiv temporal rechts 
30/09 ♂ 60 Primärtumor frontal links 
37/09 ♀ 55 Primärtumor parietal links 
Tabelle 2: Primärkulturen 
Bezeichnung der Proben in der Reihenfolge der Gewebeentnahme des entsprechenden Jahres; ♂ männlich, ♀ weiblich 
2.4.3 Geräte 
Bioruptor Diagenode, Liège, Belgien 
Brutschrank HERAcell Heraeus, Hanau 
Eis-Maschine Ziegra, Isernhagen 
Mikroskop Leica DMIL Leica Camera AG, Solms 
pH-Meter 761 Calimatic Knick Elektronische Messgeräte GmbH 
& Co. KG, Berlin 
Reinstwasseranlage TKA-GenPure TKA Wasseraufbereitungssysteme 
GmbH, Niederelbert 
SpectraMax M5 Molecular Devices, Sunnyvale, USA 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg 
Werkbank HERAsafe Heraeus, Hanau 
Zählkammer Neubauer improved 
(bright-line) 
Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, 
Lauda-Königshofen 
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Labofuge 400R Heraeus, Hanau 
Pipettierhilfen: 
Pipetboy acu INTEGRA Biosciences GmbH, Fernwald 
Reference® Eppendorf, Hamburg 
Research® Eppendorf, Hamburg 
Multipette® plus Eppendorf, Hamburg 
Pipetman Gilson, Middleton, USA 
Research® pro Eppendorf, Hamburg 
2.5 Verbrauchsmaterialien 
Alkalit® pH 7,5-14,0 Merck KGaA, Darmstadt 
FIA-plate, black, 96 Well, flat bottom, 
medium binding 
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Handschuhe “Peha-soft powderfree” Paul Hartmann AG, Heidenheim 
Kulturflaschen 25 cm2 bzw. 75 cm2 TPP Techno Plastic Products AG, 
Schweiz 
LIA-plate, white, 96 Well, flat bottom, 
medium binding 
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Micro-Assay-Plate, Chimney, 96 Well, 
white, sterile, clear bottom 
Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
pH-Fix 4,5-10,0 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
Pipetten “CellStar®” Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
PS-Microplate, 96 Well, flat bottom  Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zellschaber Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen 15 ml bzw. 50 ml TPP Techno Plastic Products AG, 
Schweiz 
Zellkultur Testplatte 12 TPP Techno Plastic Products AG, 
Schweiz 
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2.6 Medien 
2.6.1 Kulturmedien 
DMEM high glucose 4,5 g/l 
 
2 mM GlutaMax 
0,5 % Penicillin/Streptomycin 
„DMEM-zero“ 44 mM NaHCO3 
Neurobasal A 
 
10 % FKS 
2 mM GlutaMax 
0,5 % Penicillin/Streptomycin 
2.6.2 Stamm-Medien 
Glucose-Stock-Lösung 
 
5 g Glucose 
in 25 ml Neurobasal A – Medium lösen 
steril filtrieren 
2 g/l Glucose 
 
40 ml Neurobasal A 
+ 4,5 ml FKS 
+ 450 µl Glucose-Stock 
+ 250 µl Penicillin/Streptomycin 
1 g/l Glucose 
 
40 ml Neurobasal A 
+ 4,5 ml FKS 
+ 225 µl Glucose-Stock 
+ 250 µl Penicillin/Streptomycin 
0 g/l Glucose 40 ml Neurobasal A 
+ 4,5 ml FKS 
+ 250 µl Penicillin/Streptomycin 
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2.6.3 FKS-Ansätze 
0 % FKS = Stammmedium 2 g/l Glucose 
2,5 % FKS 
 
5 ml Stammmedium 2 g/l Glucose 
+ 125 µl FKS 
5 % FKS 
 
5 ml Stammmedium 2 g/l Glucose 
+ 250 µl FKS 
7,5 % FKS 
 
5 ml Stammmedium 2 g/l Glucose 
+ 375 µl FKS 
10 % FKS 5 ml Stammmedium 2 g/l Glucose 
+ 500 µl FKS 
2.7 Lösungen  
2.7.1 Glutamat-Assay  
Glycin/Hydrazin - Puffer 
 
525 mM Glycin 
415 mM Hydrazinsulfat/NaOH 
pH 9,0 
NAD+-Lösung (3x10-2 M)  
Test-Mix (je Probe) 300 µl Glycin-Hydrazin-Puffer 
+ 20 µl NAD+-Lösung 
+ 0,06 U GLDH 
2.7.2 Bradford-Assay 
Bradford-Reagenz 100 mg Coomassie-Brilliant-Blue G-250 
in 95 %-igem (v/v) Ethanol lösen, 
mit 100 ml 85 %-iger (w/v) 
Phosphorsäure versetzen 
mit H2O dest. auf 1000 ml auffüllen 
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500 mM Tris/HCl - Puffer pH 7,4 121,14 g Tris 
in 2 l H2O lösen,  
mit rauchender HCl auf pH 7,4 titrieren 
2.7.3 Glutathion-Assay 
Lösung 1 37,5 µl 0,2 M EDTA 
+ 20,415 g KH2PO4 
+ 200 mg BSA 
+ 120 mg DTNB 
+ KOH (1 M) 
pH 7,2 
Lösung 2 2,5 ml 0,2 M EDTA 
+ 1,7 g Imidazol 
+ 100 mg BSA 
+ HCl (1 N) 
pH 7,2 
Stammlösung 30,7 mg Glutathion 
in 100 ml 50 mM Tris/ HCl - Puffer lösen 
10 µM Eichlösung 2 ml Stammlösung 
+ 198 ml 50 mM Tris/ HCl-Puffer 
pH 7,4 
Startlösung für 50 µl: 
1,2 ml Lösung 1 
+ 4,8 ml NADPH - Stock 
+ 2,4 µl Glutathion-Reduktase 
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2.7.4 weitere Lösungen und Puffer 
AmnioMAXTM - Medium C100 15 % AmnioMAXTM - C100 Supplement 
HANK’s -/- 
 
HANK’s (-Ca2+/ -Mg2+) 
+ 8,06 g NaCl 
+ 0,4 g KCl 
+ 0,06 g Na2HPO4*2H2O 
+ 0,06 g KH2PO4 
+ 0,48 g Hepes 
auf 1 l mit Aqua dest. auffüllen,  
mit NaOH auf pH 7,4 titrieren 
Kryokonservierungsmedium 30 ml SFM-DMEM low glucose (1 g/l) 
+ 6 ml FKS 
 + 4,5 ml DMSO 
 
PBS-Puffer 
137 mM NaCl 
2,7 mM KCl 
12 mM Gesamt-Phosphat 
pH 7,4 
Penicillin/Streptomycin-Lösung 300 mg Penicillin G 
500 mg Streptomycinsulfat 
in 50 ml HANK’s -/- lösen,  
steril filtrieren 
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2.8 Assays 
MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit Lonza Rockland, Inc., USA 
CytoTox-ONE™ 
Homogeneous Membrane 
Integrity Assay 
Promega, Mannheim 
CellTiter-Glo® Luminescent 
Cell Viability Assay 
Promega, Mannheim 
2.9 Software 
SoftMaxPro V 5.3 Molecular Devices, Sunnyvale 
OriginPro 8.0 OriginLab Corporation, Northamton 
CorelDRAW X3 Corel Corporation, Ottawa 
Simplicity 4.2 Berthold detection systems GmbH, 
Pforzheim 
Microsoft Excel 2003 Microsoft Corporation, Redmond 
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3 Methoden  
3.1 Zellkulturen für Assayexperimente 
3.1.1 Gewinnung primärer Zellkulturen aus Glioblastoma multiforme (WHO-
Grad IV) 
Die Gewinnung der primären Zellkulturen wurde von Rainer Baran-Schmidt 
durchgeführt. 
Die steril entnommenen Biopsate wurden in 0,9 %-iger NaCl-Lösung aus dem OP 
transportiert und anschließend mit AmnioMax-Medium gewaschen. Nach 
Zerkleinerung wurden die Gewebefragmente in eine zuvor mit AmnioMax-Medium 
gespülte Kulturflasche überführt und für ca. 30 Minuten getrocknet. Anschließend 
wurde 1 ml Medium zugegeben. Nach etwa 72 h Inkubation bei 37 °C konnte mit 
vorsichtigen Medienwechseln begonnen werden. 
3.1.2 Inkubationsbedingungen für Zellkulturen 
Die Kultivierung der Zellkulturen erfolgte bei 37 °C unter wasserdampfgesättigter Luft 
mit 5 % CO2. 
3.1.3 Kultivierung von Zelllinien und Primärkulturen 
Die Kultivierung der Zellen erfolgte mit 10 ml Medium (DMEM 4,5 g/l Glucose, 10 % 
FKS, 2 mM GlutaMax, 1 % Pen/Strep) in 75 cm2-Kulturflaschen, wobei das Medium 
alle 2-3 Tage erneuert wurde. Die Dichte der Zellkultur wurde täglich mit Hilfe eines 
Lichtmikroskops kontrolliert. Bei Bedarf erfolgte das Splitten der Zellen im Verhältnis 
von 1:2 bis 1:10. Hierbei wurde zunächst das vorhandene Kultivierungsmedium 
abgenommen und 10 ml HANK’s -/- Lösung zupipettiert. Nach 7-minütiger Inkubation 
bei 37 °C wurde HANK’s -/- wieder abgesaugt und 2 ml Accutase auf die Zellen 
gegeben. Anschließend erfolgte eine Inkubation bei 37 °C bis sich die Zellen durch 
mehrmaliges Beklopfen der Flasche vom Flaschenboden lösten, was mikroskopisch 
überprüft wurde. Mit Zugabe von 8 ml Medium ließen sich die Zellen durch 
mehrmaliges Aufziehen der Pipette vereinzeln und anschließend passagieren. 
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3.1.4 Kultivierung von Zelllinien und Primärkulturen bei Mykoplasmen-Befall 
Die Kultivierung der Zellen in 75 cm2-Kulturflaschen bei Mykoplasmen-Befall erfolgte 
mit 10 ml Kultur-Medium, welchem MycoKill in einer Verdünnung von 1:50 zugesetzt 
wurde. Nach Absaugen des alten Mediums wurden die Zellen zunächst mit 10 ml PBS-
Puffer gewaschen, bevor neues Medium (mit MycoKill) zugegeben werden konnte. Ein 
Medienwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Behandlung mit MycoKill erfolgte über 
mindestens 3 Zyklen, wobei der Behandlungserfolg mit Hilfe regelmäßiger 
Mykoplasmentests überprüft werden konnte. 
3.1.5 Zellzahlbestimmung 
Für die Experimente wurden Zelldichten von 25.000 bis 100.000 Zellen/Well 
verwendet, welche mit einer Neubauer-Zählkammer (Höhe 0,1 mm) bestimmt wurden. 
Hierzu wurden 250 µl Zellsuspension mit 100 µl 0,4 % Trypanblau gemischt und auf 
die Zählkammer gegeben. Zellen, welche sich nicht durch Trypanblau anfärben ließen, 
galten als vital. Durch Multiplikation des Mittelwertes aus 8 ausgezählten Quadraten 
mit 0,014 erhielt man die Zellzahl in Mio. Zellen/ml. 
3.1.6 Aussäen der Zellen auf 12-Well-Platten 
Die Zellen wurden zunächst wie unter 3.1.3 beschrieben vom Boden der 
Kulturflaschen abgelöst. Nach Aufnahme in Kultivierungsmedium mit einem 
Gesamtvolumen von 10 ml wurde die Zelldichte, wie in 3.1.5 erläutert, ermittelt. Mittels 
Frischmedium konnte nun die Zellsuspension auf ihre Endkonzentration verdünnt und 
Volumina von je 1 ml Zellsuspension/Well auf die Platte ausgesät werden. 
Anschließend wurden die Zellen wie unter 3.1.2 angegeben kultiviert. Der 
Medienwechsel erfolgte nach 4 Stunden. 
3.1.7 Aussäen der Zellen auf 96-Well-Platten 
Die Zellen wurden zunächst wie unter 3.1.3 beschrieben vom Boden der 
Kulturflaschen abgelöst. Nach Aufnahme in Kultivierungsmedium mit einem 
Gesamtvolumen von 10 ml wurde die Zelldichte, wie in 3.1.5 erläutert, ermittelt. Mittels 
Frischmedium konnte nun die Zellsuspension auf ihre Endkonzentration verdünnt und 
Volumina von je 200 µl Zellsuspension/Well auf die Platte ausgesät werden. 
Anschließend wurden die Zellen wie unter 3.1.2 angegeben kultiviert. Der 
Medienwechsel erfolgte nach 4 Stunden. 
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3.1.8 Kryokonservierung von Zellen 
Die Zellen wurden zunächst wie unter 3.1.3 beschrieben vom Boden der Kulturflasche 
abgelöst und anschließend in 50 ml-Zentrifugenröhrchen überführt. Daraufhin wurden 
die Zellen für 5 Minuten bei 125 g zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen des 
Überstandes konnte das Zellpellet in 2,5 ml Kryokonservierungslösung gelöst werden. 
Die langsame Abkühlung erfolgte zunächst für 24 Stunden bei -80 °C, bevor die Zellen 
in flüssigen Stickstoff transferiert werden konnten. 
Das Auftauen der Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37 °C. 
3.2 Bestimmung von Enzymaktivitäten 
3.2.1 Glutamat-Assay 
Die Bestimmung der Glutamatkonzentration im Überstand basiert auf der durch die 
Glutamat-Dehydrogenase katalysierten wasserstoffübertragenden Reaktion: 
 
L-Glutamat wird bei NAD+-Überschuss vollständig oxidiert, wobei äquivalente Mengen 
NAD+ zu NADH reduziert werden. NADH absorbiert bei 340 nm. Anhand der gebildeten 
NADH-Konzentration kann durch Vergleich mit Standards auf die Menge an L-
Glutamat in der Probe geschlossen werden. 
Auf eine klare 96-Well-Microtiterplatte wurden je 20 µl Glutamatstandard oder Probe 
in Dreifachbestimmung aufgetragen. Die in den Standards verwendeten 
Konzentrationen lagen bei 0 mM; 0,1 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 0,75 mM sowie 1 mM. 
Jedem Standard bzw. jeder Probe wurden im Folgenden 300 µl Test-Reagenz 
zupipettiert. Die anschließende photometrische Messung am SpectraMax M5 erfolgte 
bei 340 nm über einen Zeitraum von 120 Minuten im Abstand von 31 Sekunden. Für 
die Auswertung wurde ein Zeitfenster mit möglichst großem Determinationskoeffizient 
R2 gewählt. ΔE war das Maß für die Menge an Glutamat in der Probe, die durch 
Vergleich mit den Standards bestimmt werden konnte. In der Regel konnte hierbei eine 
lineare Regression erfolgen, bei Bedarf eine quadratische, was im Einzelfall zu 
überprüfen war. 
 
3.2.2 Bradford-Assay 
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Herstellung von Zellextrakten 
Zum Aufschluss der Zellen wurde zuerst verbliebenes Medium abgesaugt und je 500 
µl 50 mM Tris/HCl-Puffer (pH 7,4) zugegeben. In dieser Form konnten die Zellen bei 
Bedarf bei -20 °C eingefroren werden. Für die weitere Aufarbeitung wurden die Zellen 
mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst und je 500 µl in 0,65 ml Eppendorf Cups 
überführt. Die Lyse erfolgte anschließend durch Ultraschall auf Eis unter Verwendung 
eines Bioruptors (7,5 Minuten (30s ON/ 30s OFF)) bei maximaler Energie. 
Quantitative Proteinbestimmung 
Die quantitative Proteinbestimmung in einer Lösung erfolgte nach dem Verfahren von 
Bradford (1976). Der Bradford-Assay beruht auf der Komplexbildung des 
Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brillant-Blue G-250 mit kationischen und 
hydrophoben Aminosäureseitenketten in saurer Lösung und einer damit verbundenen 
Farbänderung. Das Absorptionsmaximum der kationischen rotgefärbten Farbstoffform 
liegt bei 470 nm. Durch die Komplexbildung wird die anionische blaue Sulfonatform 
des Farbstoffs stabilisiert, dessen Absorptionsmaximum bei 595 nm liegt. Durch den 
Vergleich mit Standards kann auf die Menge an Protein in der Lösung geschlossen 
werden. 
Je 10 µl Probe und Standard wurden in Dreifachbestimmung auf eine klare 96-Well-
Microtiterplatte aufgetragen. Wir verwendeten BSA-Standards zu 0 mg/ml; 0,1 mg/ml; 
0,25 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,75 mg/ml und 1 mg/ml. Zu jeder Probe bzw. Standard wurden 
im Folgenden 200 µl Bradford-Reagenz pipettiert. Nach einer Wartezeit von 
mindestens 5 Minuten erfolgte die Endpunktmessung bei 595 nm am SpectraMax M5. 
Durch Vergleich mit den Standards konnte auf die Proteinkonzentration der Proben 
geschlossen werden. 
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3.2.3 Glutathion-Assay 
Herstellung von Zellextrakten 
Die Lyse der Zellen in Vorbereitung auf den Glutathion-Assay erfolgte wie unter 3.2.2 
beschrieben. 
Quantitative Glutathionbestimmung 
Die quantitative Glutathionbestimmung in einer Lösung beruht auf der durch die 
Glutathion-Reduktase katalysierten Reaktion: 
 
Die Sulfhydrylgruppe des reduzierten Glutathions reagiert mit DTNB (Ellman’s 
Reagent) zu TNB, welches bei 405 nm und 412 nm absorbiert. Das gleichzeitig 
entstehende Disulfid GSSG wird durch die Glutathion-Reduktase zu Glutathion 
reduziert und so einem erneuten Reaktionszyklus zugeführt. Die Menge des 
gebildeten TNB ist direkt proportional zum Glutathiongehalt der Probe und kann durch 
Vergleich mit den Standards bestimmt werden. 
Nach Vorlage von je 50 µl Lösung 1 auf eine klare 96-Well-Microtiterplatte wurden 100 
µl Probe bzw. Standard in Dreifachbestimmung zupipettiert. Wir haben Glutathion-
Standards zu 0 µl, 1 µl, 2 µl, 3 µl, 5 µl und 10 µl verwendet. Im Folgenden wurde zu 
jeder Probe bzw. Standard 50 µl Start-Lösung gegeben. Nach 30-sekündigen Mixen 
erfolgte die Endpunktmessung bei 405 nm am SpectraMax M5. Durch Vergleich mit 
den Standards konnte auf die Glutathionkonzentration in den Proben geschlossen 
werden. 
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3.3 Zytotoxizitätsassays 
3.3.1 CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay 
Der CytoTox-ONE™-Assay dient der quantitativen Bestimmung nicht-lebender Zellen 
in einer Probe. Er beruht auf der Messung der Laktat-Dehydrogenase, welche bei 
Störung der Membranintegrität, die nur vitale Zelle aufrechterhalten können, aus dem 
Zytoplasma freigesetzt wird. Mit Hilfe des CytoTox-ONE™-Assays lässt sich die 
Menge an LDH im Überstand quantitativ bestimmen. 
 
Das bei der Oxidation von Laktat entstehende NADH dient als Reduktionsmittel für die 
durch die Diaphorase katalysierte Reaktion von Resazurin zu Resorufin, dessen 
Fluoreszenz bei 560 Ex/590 Em gemessen wird. Die Menge an LDH ist hierzu 
proportional. 
Zur Messung haben wir je 50 µl Probenüberstand auf eine schwarze 96-Well-
Microtiterplatte pipettiert und anschließend je 50 µl CytoTox-ONE™-Reagent 
hinzugefügt. Nach 10-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die 
Endpunktmessung bei 560 Ex/590 Em am SpectraMax M5. 
3.3.2 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay 
Der CellTiter-Glo®-Assay dient der quantitativen Bestimmung von ATP in einer Probe 
und lässt eine Aussage über die Anzahl der darin enthaltenen stoffwechselaktiven 
Zellen zu. Das Messprinzip beruht dabei auf folgender Reaktion: 
 
In Anwesenheit von Mg2+, ATP und molekularem Sauerstoff wird Luciferin durch eine 
Luciferase monooxygeniert, wobei in Gegenwart von Coenzym A ein stabiles 
Lumineszenzsignal entsteht, welches direkt mit der Anzahl lebender Zellen korreliert. 
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Nach Abnahme des gesamten Überstandes wurde zu gleichen Anteilen frisches 
Medium und CellTiter-Glo®-Reagent zur Probe hinzugefügt (200 µl Medium und 200 
µl Reagent bei 12-Well-Platten, 100 µl Medium und 100 µl Reagent bei 96-Well-
Platten) und anschließend für 2 Minuten gemixt. Nach einer Inkubation von 10 Minuten 
bei Raumtemperatur wurden je 100 µl in die Wells einer weißen 96-Well-
Microtiterplatte pipettiert und die Lumineszenz am SpectraMax M5 gemessen. 
3.3.3 MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit  
Der MycoAlert®-Assay dient der Detektion von Mykoplasmen in einer Probe. 
Der Assay basiert auf dem Vergleich gemessener ATP-Mengen vor und nach Lyse der 
Mykoplasmen gemäß folgender Reaktion (siehe 3.3.2): 
 
Aus dem Verhältnis je einer ATP-Messung vor und nach Zugabe des MycoAlert®-
Substrats lässt sich auf eine mögliche Kontamination mit Mykoplasmen schließen. Bei 
Mykoplasmenbefall wird der ATP-Wert nach Substrat-Zugabe signifikant ansteigen, 
wohingegen er bei mykoplasmenfreien Proben konstant bleiben wird. 
Nach Abnahme von 2 ml Kultivierungsmedium wurde dieses für 5 Minuten bei 200 U 
zentrifugiert und anschließend 100 µl Überstand in die Wells einer weißen 96-Well-
Microtiterplatte pipettiert. Anschließend wurde 100 µl MycoAlert®-Reagenz 
hinzugegeben. Nach 5-minütiger Inkubation konnte eine erste luminometrische 
Messung erfolgen. Danach wurden 100 µl MycoAlert®-Substrat zugegeben und nach 
weiteren 10 Minuten Inkubation die Lumineszenz gemessen. 
Bei einem Verhältnis Messwert1/Messwert2 < 1 galt die Zellkultur als 
mykoplasmenfrei, wohingegen sie bei einem Verhältnis ≥ 1 als kontaminiert zu 
betrachten war und anschließend mit MycoKill behandelt werden musste. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Einfluss der Inkubationsbedingungen auf die Glutamatsekretion 
Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob in 
Glioblastomzellen durch die Synthese von Glutamat und dessen Sekretion über das 
Glutamat/Cystin-Antiportsystem SLC7A11 eine erhöhte Synthese von Glutathion 
ermöglicht wird. Zugleich sollte untersucht werden, ob sich Zellen aus durch Biopsien 
gewonnenen Kulturen im Hinblick auf ihre Glutamatproduktion und –sekretion 
unterscheiden und ob dies eine Auswirkung auf die Menge an produziertem Glutathion 
hat. 
Zu Beginn der Arbeiten war zunächst unklar, welche Versuchsparameter im Hinblick 
auf die optimalen Kulturbedingungen zu wählen sind. Da das für die Synthese 
intrazellulären Glutamats benötigte Kohlenstoffgerüst in erster Linie aus dem 
Glucosestoffwechsel akquiriert wird, sollte zunächst untersucht werden, ob sich 
unterschiedliche Glucosekonzentrationen im Kulturmedium auf die Menge an 
gebildetem Glutamat auswirken. Da die Synthese des Kohlenstoffgerüsts zudem aus 
Pyruvat und Oxalacetat im Citratzyklus (über Citrat und a-Ketoglutarat) erfolgen kann, 
wurden die Experimente durch Versuche mit unterschiedlichen 
Pyruvatkonzentrationen im Kulturmedium ergänzt. An dieser Stelle ist anzumerken, 
dass die Bildung von Glutamat prinzipiell auch über die Glutaminase-Reaktion möglich 
ist, doch zeigte sich, dass die meisten Glioblastomzellen in Abwesenheit einer 
Glutaminquelle nicht lebensfähig waren. Aus diesem Grund waren Experimente unter 
Verzicht der Zugabe von Glutamin in Form von GlutaMax nicht durchführbar (nicht 
gezeigt). Für die ersten Experimente wurde Neurobasal A - Medium (supplementiert 
mit 10 % FKS und 2 mM GlutaMax) verwendet. Die Zellen erhielten unterschiedliche 
Mengen an Glucose und Pyruvat und die Messung erfolgte nach 48 und 72 Stunden. 
Eine Bestimmung der Glutamatkonzentration nach 24-stündiger Inkubation war 
aufgrund der sehr niedrigen Messwerte zu diesem Zeitpunkt leider nicht möglich (nicht 
gezeigt). Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abbildung 6 dargestellt. 
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Abbildung 6: Einfluss der Glucose- und Pyruvatkonzentration auf die Glutamatsekretion in 
Neurobasal A - Medium 
Dargestellt ist die Glutamatmenge im Überstand in Abhängigkeit der verwendeten Glucose- und Pyruvatkonzentrationen nach 48 
und 72 Stunden Inkubation in der Glioblastomzelllinie T98G. Die Aufschlüsselung erfolgte in A nach der verwendeten 
Glucosekonzentration und in B nach der verwendeten Pyruvatkonzentration. Eine statistische Überprüfung erfolgte mittels 
Student’s t-test. In A erfolgte der t-Test innerhalb einer Glucose-Konzentration, um die Wirkung des Pyruvats darzustellen, und in 
B wurde die Wirkung unterschiedlicher Glucosekonzentrationen für die verschiedenen Pyruvatkonzentrationen getestet.  
* p < 5 x 10-2; ** p < 5 x 10-4; *** p < 5 x 10-6; **** p < 5 x 10-8. 
Aus Abbildung 6 geht hervor, dass es unter Zusatz von Na-Pyruvat zum Basalmedium 
mit steigender Stoffmengenkonzentration zu einer signifikanten Abnahme der 
Glutamatsekretion kommt. Bei 1 mM Na-Pyruvat fiel die gemessene Glutamatmenge 
auf 85 % des Ausgangswertes und bei 5 mM Na-Pyruvat sogar auf 42 % des 
Ausgangswertes zurück. Ausgehend von dieser Beobachtung wurde im Folgenden auf 
einen Pyruvat-Zusatz im Medium zur Kultivierung von Glioblastomzellen verzichtet. 
Die Graphik zeigt zudem, dass bei 1 mM Glucose eine signifikante Steigerung der 
Glutamatsekretion auf 153 % im Vergleich zum Ausgangswert zu beobachten war. 
Eine weitere Erhöhung der Glucosekonzentration auf 2 mM führte hingegen zu keiner 
weiteren Zunahme der Glutamatproduktion. 
Ergänzend zu den oben gezeigten Experimenten wurde in einem weiteren Versuch die 
Abhängigkeit der Glutamatproduktion von der angebotenen Glucose in einer 
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Primärkultur eines Glioblastoms untersucht. Die Zellen wurden in diesem sowie allen 
weiteren Experimenten in einem Medium kultiviert, welches (im Gegensatz zu 
Neurobasal Medium A) 0,062 g/L Cystin enthielt. Sofern nicht anders angegeben, ist 
dieses, im Folgenden als DMEM-zero (siehe Material und Methoden) bezeichnete 
Medium, frei von Pyruvat, Phenolrot und Glucose. Abbildung 7 zeigt die 
Glutamatsekretion der Primärkultur 05/05 nach 72-stündiger Inkubation in Glucose-
freiem Medium und unter Zusatz von 1 g/l Glucose. Das Medium enthielt außerdem 
10 % FKS, 2 mM GlutaMax und Antibiotika. 
 
Abbildung 7: Einfluss der Glucosekonzentration auf die Glutamatsekretion der primären 
Glioblastomkultur 05/05 
Dargestellt ist die Glutamatmenge im Überstand im nach 72 h Inkubation. * p < 0,001. 
Die Inkubation der Primärkultur 05/05 in einem mit 1 g/l Glucose angereicherten 
Medium bewirkte einen Anstieg der Glutamatsekretion auf das Siebenfache 
gegenüber der Inkubation ohne Glucose. Diese Steigerung ist deutlich höher als die in 
Abbildung 6 beobachtete und vermutlich auf die geringe Vitalität der Zellen in 
Abwesenheit von Glucose zurückzuführen. Da weitere an dieser Stelle nicht 
dargestellte Versuche mit Primärkulturen zeigten, dass diese erst bei 
Glucosekonzentrationen von 4 g/l Glucose keinen deutlichen Verlust an Vitalität 
zeigten, wurden alle weiteren Experimente mit Zelllinien und Primärkulturen zur 
besseren Vergleichbarkeit untereinander bei einer Konzentration von 4 g/l Glucose 
durchgeführt. 
Da bei den bisher durchgeführten Experimenten alle Medien mit 10 % FKS (fetales 
Kälberserum) supplementiert waren, stellte sich die Frage, welchen Einfluss dieses 
auf die Bestimmung der Glutamatmenge hat. Zu diesem Zweck erfolgte eine 72-
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stündige Inkubation von jeweils 100.000 Zellen der Glioblastomzelllinie T98G und der 
Primärkultur 05/05 in DMEM-zero-Medium mit unterschiedlichen FKS-
Konzentrationen. Das Medium enthielt zudem 4 g/l Glucose, 2 mM GlutaMax und 
Antibiotika. 
 
Abbildung 8: Einfluss der FKS-Konzentration auf die Glutamatsekretion 
Dargestellt ist die Glutamatmenge im Überstand in Abhängigkeit der verwendeten FKS-Konzentration nach 72 h Inkubation. * p 
< 0,001 (zwischen 2,5 % und 5 % sowie zwischen 7,5 % und 10 % in T98G). 
Wie in Abbildung 8 zu sehen ist, führte die Erhöhung der FKS-Konzentration von 2,5 
% auf 5 % zu einer signifikanten Steigerung der Glutamatproduktion in beiden 
Kulturen. Allerdings muss an dieser Stelle angemerkt werden, dass die Zellen bei einer 
Konzentration von 2,5 % FKS nach 72 h eine mikroskopisch beobachtbar geringere 
Vitalität aufwiesen. Da insbesondere die Primärkultur in völliger Abwesenheit von FKS 
bereits zahlreiche tote Zellen aufwies, wurde die Bestimmung der 
Glutamatkonzentration in FKS-frei kultivierten Zellen in Abbildung 8 nicht 
berücksichtigt. In Zellen der Linie T98G wurde zudem eine signifikante Steigerung der 
Glutamatproduktion bei einer Erhöhung der FKS-Konzentration von 7,5 % auf 10 % 
beobachtet. Im Gegensatz dazu wies die Primärkultur eine signifikante Steigerung der 
extrazellulären Glutamatmenge nur zwischen 2,5 % FKS und 5 % FKS auf. Eine 
weitere Steigerung der FKS-Konzentration führte in 05/05 zu keiner signifikanten 
Zunahme der gemessenen Glutamatmenge im Überstand. Da die gezeigten 
Experimente keinen Rückschluss auf eine deutliche Beeinflussung der 
Glutamatmessung (- produktion) oberhalb einer Konzentration von 5 % FKS zeigten, 
wurden alle weiteren Experimente bei einer Konzentration von 10 % FKS durchgeführt, 
die im Hinblick auf die Vitalität der Zellen als optimal angesehen werden musste. 
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4.2 Untersuchungen zur Korrelation von Glutamatsekretion und 
Glutathionsynthese 
Ausgehend von der Überlegung, dass durch den SLC7A11-Transporter intrazellulär 
produziertes Glutamat an das Medium abgegeben werden könnte, solange 
entsprechende Gradienten zwischen intra- und extrazellulärem Milieu bestehen, stellte 
sich die Frage, ob eine hohe intrazelluläre Glutamatproduktion zu einer erhöhten 
Aufnahme von Cystin führt. Das aus zwei Cysteinen bestehende Dipeptid Cystin ist 
ein wichtiger Ausgangstoff für die Biosynthese des Redox-Puffers Glutathion. In den 
folgenden Experimenten wurde untersucht, ob sich eine daraus resultierende 
Korrelation zwischen Glutamatproduktion und Glutathionsynthese in 
Glioblastomzellen nachweisen lässt. 
Im folgenden Experiment wurde die Menge sezernierten Glutamats und intrazellulär 
synthetisierten Glutathions bestimmt. Hierzu wurden jeweils 100.000 Zellen je Well in 
12-Well-Platten in DMEM-zero unter Zusatz von 4 g/l Glucose, 2 mM GlutaMax und 
10 % FKS abgesetzt (das Medium war Pyruvat-frei und enthielt Antibiotika). Die 
Untersuchung erfolgte an 6 verschiedenen Primärkulturen, der Glioblastomzelllinie 
T98G sowie der Astrozytomzelllinie 1321N1. Nach einer Inkubationszeit von 48 
Stunden wurde zunächst die Glutamatmenge im Überstand und nach anschließender 
Lyse der Zellen der Glutathiongehalt bestimmt. Alle Werte wurden zudem auf die 
Menge an zellulärem Protein bezogen.  
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Abbildung 9: Glutamatsekretion und Glutathionsynthese in zwei Zelllinien und fünf 
Primärkulturen 
Dargestellt ist in A die Glutamatmenge im Überstand und in B die intrazellulär gemessene Glutathionmenge nach 48 h Inkubation 
in zwei Zelllinien und fünf Primärkulturen. 
Graphik 9A zeigt die Glutamatproduktion der untersuchten Zellen. Den niedrigsten 
Messwert mit 380 ± 8 nmol/mg Protein fand sich in der Glioblastomzelllinie T98G. Der 
höchste Wert mit 9119 ± 404 nmol/mg Protein in der Astrozytomzelllinie 1321N1. Die 
Glutamatwerte der Primärkulturen fanden sich zwischen diesen Extrema. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Daten aus der Bestimmung des Glutathiongehalts eine 
weniger breite Varianz, wie in Abbildung 9B zu sehen ist. 
Um das Verhältnis zwischen Glutamatproduktion und Glutathionproduktion der 
verschiedenen Zellkulturen miteinander zu vergleichen, wurden die ermittelten 
Glutathion- prozentual zu den Glutamatmengen betrachtet. Die so ermittelten Werte 
sind in Abbildung 10 dargestellt. 
 
Abbildung 10: Glutathiongehalt relativ zum Glutamat in zwei Zelllinien und fünf Primärkulturen 
Dargestellt ist das Verhältnis zwischen Glutathion und Glutamat als prozentualer Anteil des Glutathions relativ zum Glutamat nach 
48 h Inkubation. 
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Die beiden untersuchten Zelllinien 1321N1 und T98G bildeten auch hier die Extrema. 
So lag das Verhältnis von Glutathion zu Glutamat in 1321N1 bei 0,09 %, wohingegen 
es sich in T98G bei 3,66 % befand und damit mehr als 40-mal so hoch war. Die 
Glutamat/Glutathion-Korrelation der fünf Primärkulturen siedelten sich zwischen 0,32 
% und 1,55 % an. Dieses Experiment macht deutlich, dass eine eindeutige Korrelation 
zwischen der Glutamatproduktion und der Menge an synthetisiertem Glutathion unter 
den gewählten Versuchsbedingungen nicht beobachtet werden kann, was allerdings 
auf die extremen „Abweichler“ am oberen und unteren Rand zurückzuführen ist, bei 
denen es sich um die beiden Zelllinien handelt. 
4.3 Hemmung des SLC7A11-Transporters mittels Sulfasalazin 
Obwohl die vorangehenden Experimente keine eindeutige Korrelation zwischen der 
Glutamatproduktion und der endogenen Glutathionsynthese zeigten, wurde doch die 
Tendenz sichtbar, dass in Glioblastomzellen (abgesehen von der Astrozytomzelllinie 
1321N1) mit höherer Glutamatkonzentration auch eine höhere Glutathionsynthese 
einhergehen könnte. An dieser Stelle ist auch anzumerken, dass in unseren 
Experimenten nur endogenes Glutathion bestimmt wurde und damit eine mögliche 
Abgabe des Glutathions an das Medium keine Berücksichtigung fand. 
In neueren Arbeiten konnte ein Zusammenhang zwischen der Expression des 
SLC7A11-Transporters und der Tumorgenese, Tumorprogression und Resistenz 
gegenüber der Standardchemotherapie mit Temozolomid in Glioblastomzellen 
nachgewiesen werden (Polewski et al. 2016). Es stellte sich somit die Frage, ob eine 
Inhibition dieses Transporters zu einer Senkung der endogenen Produktion von 
Glutathion führt. 
Die Hemmung des SLC7A11-Transporters erfolgte mit Sulfasalazin, einem 
entzündungshemmenden und bereits in der Therapie chronisch entzündlicher 
Darmerkrankungen und der chronischen Polyarthritis etablierten Arzneistoffes. 
Vorangehende Arbeiten (Chung et al. 2005) haben gezeigt, dass eine Sulfasalazin-
Konzentration von 0,5 mM für eine effektive Hemmung des Antiportsystems ausreicht. 
Ziel war es, den Effekt dieser Hemmung auf die intrazelluläre Glutathionsynthese zu 
untersuchen. Hierfür wurden zwei Zelllinien und fünf Primärkulturen für 48 Stunden in 
0,5 mM Sulfasalazin inkubiert. Die Zellen wurden bei einer Dichte von 100.000 Zellen 
je Well einer 12-Well-Platte ausgesät. Die Zugabe des Inhibitors bzw. des Vehikels 
erfolgte im Zuge eines Medienwechsels 4 Stunden nach dem Absetzen der Zellen. Die 
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Messung der Glutathionkonzentration erfolgte 48 Stunden später, wobei jeweils drei 
Wells unter gleichen Bedingungen Verwendung fanden. Die Ergebnisse des 
Experiments sind in Abbildung 11 dargestellt. 
 
Abbildung 11: Glutathionkonzentration unter Hemmung des SLC7A11-Transporters mit 
Sulfasalazin in zwei Zelllinien und vier Primärkulturen 
Dargestellt ist die Glutathionproduktion in zwei Zelllinien und vier Primärkulturen nach 48 Stunden Inkubation mit 0,5 mM 
Sulfasalazin im Vergleich zum Vehikel. * p < 5 x 10-2, ** p < 10-3, *** p < 10-4. 
Wie in Abbildung 11 zu sehen ist, konnte in allen untersuchten Zelllinien und in drei 
der vier Primärkulturen ein signifikanter Rückgang der intrazellulären 
Glutathionkonzentration unter dem Einfluss des SLC7A11-Inhibitors gemessen 
werden. An dieser Stelle ist anzumerken, dass in Abbildung 11 nicht auf den 
Proteingehalt normiert wurde, da die in diesem Experiment gemessenen Proteinwerte 
sehr niedrig waren und daher messtechnisch hohen Schwankungen unterlagen. Eine 
Berücksichtigung der Proteinwerte führt tatsächlich zu keiner Veränderung der 
biologischen Aussage, sondern lediglich zu schlechteren Signifikanzen (nicht gezeigt). 
Ein Einfluss auf die Proteinmenge durch den Inhibitor und damit eine mögliche 
Beeinflussung der Vitalität der Zellen konnte ebenfalls nicht beobachtet werden (nicht 
gezeigt). In Abbildung 12 ist der prozentuale Rückgang der Glutathionproduktion 
relativ zum Vehikel dargestellt. 
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Abbildung 12: Glutathiongehalt relativ zum Vehikel in zwei Zelllinien und vier Primärkulturen 
Dargestellt ist der Glutathiongehalt als prozentualer Anteil der unbehandelten Kontrollprobe in zwei Zelllinien und vier 
Primärkulturen nach 48 h Inkubation. 
Die stärkste Abnahme der Glutathionproduktion mit 15,2 % im Vergleich zum Vehikel 
zeigte die Zelllinie T98G. Die Primärkulturen 09/05, 01/07 und 30/09 wiesen mit einer 
prozentualen Verminderung der Glutathionmenge auf Werte zwischen 19,6 % und 
27,7 % ebenfalls einen deutlichen Rückgang auf. Die Zelllinie 1321N1 lag mit 39,7 % 
im mittleren Bereich der Wertetabelle. Die Primärkultur 37/09 wies nur eine geringe, 
nicht signifikante Beeinflussbarkeit durch Sulfasalazin auf.
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5 Diskussion 
5.1 Etablierung des Glutamatassays 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit musste eine Methode gefunden werden, 
sezerniertes L-Glutamat im Überstand der Zellen zu messen. In der Literatur sind 
hierfür bereits mehrere Verfahren beschrieben worden, darunter analytische wie die 
Massenspektrometrie (Spencer et al. 1981) und die 
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) mit Fluoreszenzmessung 
(Baughman und Gilbert. 1981) sowie spektrophotometrische und fluorimetrische 
Verfahren, welche auf der Produktion bzw. dem Verbrauch von NAD(P)H basieren. 
Eine Weiterentwicklung stellt die heute vielfach angewandte Biolumineszenz-Methode 
nach Fosse (Fosse et al. 1986) dar. Bei diesem Verfahren wird die durch die Glutamat-
Dehydrogenase katalysierte Oxidation von Glutamat mit der bakteriellen FMN-
Reduktase und Luciferase gekoppelt. Anhand einer sich anschließenden 
Lumineszenzmessung kann auf den Glutamatgehalt der Probe geschlossen werden. 
Nachteil dieser Methode ist deren vergleichsweise hohe Störanfälligkeit. So führen 
hohe Konzentrationen an Glutathion zu einer vermehrten Lichtproduktion (Fosse et al. 
1986) während Substanzen wie Lysin, Histidin und Cystein (Nealson und Hastings. 
1979) das FMN-Reduktase/Luciferase-System hemmen. 
Unsere Anforderungen bestanden darin, ein möglichst stabiles, durch reaktive 
Sauerstoffspezies nicht beeinflussbares Verfahren zu entwickeln. Auch in Gegenwart 
von Cystein und Glutathion musste die Zuverlässigkeit des Systems gegeben sein. Die 
von uns verwendete Methode basiert auf der photometrischen Messung des durch 
Reaktion mit der Glutamat-Dehydrogenase entstandenen NADH: 
 
Anhand der gemessenen NADH-Konzentration kann durch Vergleich mit Standards 
auf die Menge an L-Glutamat in der Probe geschlossen werden. 
Neben der geringeren Beeinflussbarkeit dieses Systems ist dieser experimentelle 
Ansatz aufgrund einer kleinen Zahl von Komponenten im Testansatz weniger 
fehleranfällig als andere Assays. 
  /*OXWDPDW1$' + 2֎Į.HWRJOXWDUDW1$'+1+ 
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5.2 Glutamatsynthese von Zellen aus Glioblastomen 
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente zeigen, dass alle 
verwendeten Zelllinien in der Lage waren Glutamat zu produzieren und an das Medium 
abzugeben. 
An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass die Hauptfunktion der gesunden 
Gliazelle nicht die Bildung von Glutamat, sondern die Detoxifikation von Glutamat unter 
Bildung von Glutamin ist. Bei diesem Mechanismus, welcher als Glutamat/Glutamin-
Zyklus bezeichnet wird, wird das im Bereich von Synapsen durch Neurone freigesetzte 
Glutamat von Gliazellen aufgenommen und in einem ATP-abhängigen Prozess unter 
Katalyse der Glutamin-Synthetase zu Glutamin aminiert. Im Folgenden wird Glutamin 
wieder in den synaptischen Spalt abgegeben und in einer Glutaminase-abhängigen 
Reaktion im neuronalen Mitochondrium zu Glutamat regeneriert (siehe Abbildung 13). 
 
Abbildung 13: Glutamat-Glutamin-Zyklus 
Vereinfachtes Schema zum Glutamat/Glutamin-Zyklus; nach neuronaler Freisetzung des Glutamats (Glu) in den synaptischen 
Spalt wird dieses von der Gliazelle aufgenommen und zu Glutamin (Gln) aminiert, anschließend erfolgt die Regeneration des 
Glutamins zu Glutamat im neuronalen Mitochondrium; AMPA-R - α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid-
Rezeptor, NMDA-R - N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor, GLAST – Glutamat-Aspartat-Transporter, GLT-1 – Glutamattransporter 1 
Da in den von uns untersuchten Tumorzellen eine Synthese und Abgabe von Glutamat 
beobachtet wurde, stellte sich die Frage, auf welchem Wege die Zellen den 
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Neurotransmitter bilden. Neben einer möglichen Deaminierung des in Form von 
GlutaMax angebotenen Glutamins besteht die Möglichkeit zur Neusynthese 
ausgehend von glykolytisch gebildetem Pyruvat. Unter dem Einfluss der 
Pyruvatdehydrogenase wird aus Pyruvat Acetyl-CoA, das in den Citratzyklus 
eingespeist werden kann, wo es mit einem Molekül Oxalacetat unter Bildung von Citrat 
reagiert, was schließlich zur Bildung von α-Ketoglutarat führt. Glutamat kann 
anschließend aus dem im Citratzyklus gebildeten α-Ketoglutarat unter Katalyse der 
Glutamat-Dehydrogenase gebildet werden. Da in diesem Stoffwechselweg formal ein 
Molekül Oxalacetat benötigt wird, muss dieses in einer anaplerotischen Reaktion durch 
die Carboxylierung von Pyruvat bereitgestellt werden (Löffler et al. 2007). 
Weiterführende Arbeiten unter Verwendung des Pyruvatcarboxylase-Inhibitors 
Phenylessigsäure deuten allerdings an, dass zumindest eine Anaplerose durch die 
Pyruvatcarboxylase keinen Einfluss auf die Produktion von Glutamat hat (siehe 
Anhang A). Daher muss angenommen werden, dass die Bildung des Glutamats in 
erster Linie durch die Deaminierung von durch GlutaMax bereitgestelltes Glutamin 
erfolgt. 
Überraschenderweise zeigte sich in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten 
Experimenten sogar eine Abnahme der Bildung von Glutamat bei erhöhtem Angebot 
von Na-Pyruvat zum Basalmedium von T98G-Zellen (siehe Abbildung 8). Denkbar 
wäre, dass ein erhöhtes Angebot an extrazellulärem Pyruvat unter dem Einfluss einer 
L-Alanin:2-Oxoglutarat-Aminotransferase zu einer Reaktion des Glutamats mit Pyruvat 
unter Bildung von a-Ketoglutarat und Alanin führt. Ob dies in der Tat der Fall ist, wäre 
durch zusätzliche Experimente zu untersuchen, wobei zunächst zu klären wäre, ob die 
an T98G gemachte Beobachtung ein prinzipielles Phänomen ist und nicht auf diese 
Zelllinie beschränkt.  
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5.3 Korrelation von Glutamatsekretion und Glutathionsynthese 
Über den Antiporter SLC7A11 wird Cystin im Austausch gegen Glutamat in 
equimolarem Verhältnis in die Glioblastomzelle hineintransportiert. Cystin gilt als der 
Synthese-limitierende Präkursor für das Antioxidans Glutathion. Es galt zu überprüfen, 
ob eine steigende extrazelluläre Glutamatkonzentration mit einer erhöhten 
intrazellulären Glutathionkonzentration korreliert. 
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass die gemessenen Glutamat- und 
Glutathionmengen einer großen Varianz unterliegen. Dies gilt sowohl für die 
untersuchten Primärkulturen als auch die Zelllinien T98G und 1321N1. Eine mögliche 
Erklärung dieser Beobachtung liegt darin, dass in Glioblastomen ein Nebeneinander 
unterschiedlich differenzierter Zellen zu finden ist. Der Anteil glialer Zellen variiert 
zwischen den Geweben, so dass zu vermuten ist, dass damit auch der Antiporter 
SLC7A11 in den Geweben unterschiedlich stark exprimiert wird. 
Setzt man die ermittelten Glutamat- und Glutathionmengen miteinander ins Verhältnis, 
so wird deutlich, dass unter den gewählten Versuchsbedingungen keine eindeutige 
Korrelation zwischen beiden vorliegt. Zudem zeigt sich, dass die Menge an in der 
Glioblastomzelle gemessenen Glutathion entgegen der Erwartung im Vergleich zum 
Glutamat im einstelligen Prozentbereich liegt. Diese Beobachtung lässt vermuten, 
dass ein Großteil des über den Antiporter aufgenommenen Cystins für alternative 
Stoffwechselwege genutzt wird. 
Neben seiner Rolle als Präkursor für Glutathion ist Cystin und dessen reduzierte Form 
Cystein auch Ausgangsstoff für die Aminosulfonsäure Taurin (siehe Abbildung 14). 
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Abbildung 14: Cystin-Stoffwechsel in Gliazellen (vgl. Prabhu et al. 2014) 
Vereinfachte Darstellung des Cystinstoffwechsels in Gliazellen; CDO - Cysteindioxygenase, CSAD – 
Cysteinsulfinsäuredecarboxylase 
In gesunder Astroglia wird ein Großteil des der Zelle zur Verfügung stehenden 
Cysteins über Hypotaurin zu Taurin abgebaut. In Gliomen konnte dies bislang nicht 
gesehen werden (Brand et al. 1998). Aktuelle Studien weisen jedoch darauf hin, dass 
in Glioblastomzellen eine vermehrte Bildung von Cysteinsulfinsäure, einer Vorstufe 
des Taurins erfolgt (Prabhu et al. 2014). Cysteinsulfinsäure ist ein Inhibitor der 
Pyruvatdehydrogenase. Die daraus resultierende Hemmung des Citratzyklus und der 
mitochondrialen Zellatmung führen zu einer Abnahme der ATP-Produktion und einer 
verminderten Produktion freier Radikale. Dies könnte einen weiteren zellprotektiven 
Faktor und damit einen Überlebensvorteil für die Glioblastomzelle darstellen. Denkbar 
wäre, dass unter den gewählten Versuchsbedingungen die Bildung von 
Cysteinsulfinsäure aus Cystin gegenüber der Glutathionsynthese bevorzugt wird. 
5.4 Auswirkung einer Hemmung des SLC7A11 auf die 
Glutathionsynthese 
Die Arbeitsgruppe um Chung (Chung et al. 2005) konnte zeigen, dass die 
antiphlogistisch-wirkende Substanz Sulfasalazin zu einer effektiven Hemmung des 
SLC7A11 führt. Es war zu erwarten, dass unter Inhibition des Antiporters deutlich 
weniger intrazelluläres Glutathion zu messen sein wird. Diesen Zusammenhang 
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konnten wir in unseren Experimenten sowohl für die etablierten Zelllinien T98G und 
1321N1 als auch in den von uns untersuchten Primärkulturen nachweisen, wenngleich 
in einer Kultur der Effekt aufgrund hoher Messwertvariation nicht signifikant war. 
5.5 Expression des SLC7A11 und dessen mögliche klinische 
Relevanz 
Gegenwärtig wird in Deutschland bei Primärdiagnose eines Glioblastoms eine Triple-
Therapie aus Resektion, Bestrahlung und Chemotherapie mit Temozolomid empfohlen 
(siehe 1.1, Hacker 2008). Trotz aggressiver Behandlung treten in ca. 90 % der Fälle 
Rezidivtumoren auf. 
Das Wirkprinzip von Chemo- und Radiotherapie beruht auf einer Steigerung 
intrazellulärer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS; Lee et al. 2004), wodurch 
Zellzyklusarrest, Seneszenz und Apoptose der Tumorzellen initiieren werden (Liou und 
Storz. 2010). Reaktiv erfolgt die Hochregulierung zellulärer DNA-
Reparaturmechanismen und Glutathion-vermittelter Entgiftungswege (Huang et al. 
2005; Traverso et al. 2013). In Glioblastomzellen wird u.a. die von uns untersuchte 
katalytischen Untereinheit SLC7A11 verstärkt exprimiert (Lyons et al. 2007; Polewski 
et al. 2016). Der daraus resultierende verstärkte Import von Cystin führt zu einer 
gesteigerten intrazellulären Bildung des Antioxidans Glutathion (siehe 1.5) und damit 
zu einer verbesserten Resistenz gegenüber ROS-vermittelter toxischer Effekte. Die 
Expression von SLC7A11 gilt als unabhängiger Vorhersagewert sowohl für das 
Gesamtüberleben als auch das Progressionsfreie-Überleben von 
Glioblastompatienten (Takeuchi et al. 2013). 
Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass das Zytostatikum Temozolomid über 
einen Nrf2- und ATF4-abhängigen Signalweg die Expression von SLC7A11 induziert 
und es über diesen Mechanismus zu einem Anstieg intrazellulären Glutathions kommt, 
woraus ein Absinken des erwünschten intrazellulären ROS-Levels resultiert (Chen et 
al. 2015; Ye et al. 2014). Eine Behandlung von Glioblastom-Zellkulturen allein mit 
Temozolomid hat somit keinen Einfluss auf die Viabilität der Tumorzellen (Ignarro et 
al. 2016). 
Unsere Arbeiten haben gezeigt, dass eine Hemmung des SLC7A11 via Sulfasalazin 
zu einem signifikanten Rückgang intrazellulären Glutathions führt (siehe 4.3). Dies 
lässt die Vermutung zu, dass es in Situationen oxidativen Stresses, wie beispielsweise 
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unter zytostatischer Therapie mit Temozolomid, zu einer Steigerung des ROS-
vermittelten Zelltodes kommt. Dieser Zusammenhang konnte von mehreren 
Arbeitsgruppen bestätigt werden (Chen et al. 2015; Ignarro et al. 2016; Polewski et al. 
2016), u.a. auch für die von uns untersuchte Glioblastomzelllinie T98G unter 
gleichzeitiger Behandlung mit der ebenfalls von uns verwendeten Stoffmenge von 0,5 
mM Sulfasalazin sowie 25 µM Temozolomid (Ignarro et al. 2016). Es zeigte sich, dass 
die Hemmung des SLC7A11 mittels Sulfasalazin Glioblastomzellen in vitro für eine 
sich anschließende zytostatische Behandlung mit Temozolomid sensibilisiert und 
damit die Effektivität des Zytostatikums steigert. 
Für andere Inhibitoren des Systems xc-, wie die organische Verbindung Erastin, konnte 
ein vergleichbarer Effekt bereits nachgewiesen werden (Chen et al. 2015). 
Auch der kombinierte Einsatz einer Radiotherapie mit Sulfasalazin führt über eine 
Zunahme von ROS-vermittelten DNA-Doppelstrang-Brüchen zu einer Abnahme der 
Tumorzellviabilität. Darüber hinaus haben Sleire et al. (2015) an einer Studie mit 
Ratten, welchen humane Glioblastom-Xenografts implantiert worden waren, gezeigt, 
dass die gleichzeitige Radiotherapie mit Gammastrahlen und Sulfasalazin 
synergistisch das Überleben der Tiere verlängert. 
Eine erste in vivo Studie zum postchirurgischen Einsatz von Sulfasalazin in 
Kombination mit Temozolomid und Bestrahlung erfolgte an einem kleinen Kollektiv von 
12 Patienten mit neudiagnostiziertem Glioblastoma multiforme (Takeuchi et al. 2014). 
Es zeigte sich, dass die zusätzliche Behandlung mit Sulfasalazin keinen Einfluss 
weder auf das Gesamtüberleben noch auf das Progressions-freie Intervall hat. Dieses 
Ergebnis könnte auf die hohe Rate (75 % der Patienten) an unerwünschten 
Medikamentenwirkungen, wie Neutropenie und/oder Leukopenie im Patientenkollektiv 
zurückzuführen sein, wodurch die Behandlung mit Sulfasalazin vorzeitig abgebrochen 
werden musste. Es ist zu vermuten, dass Sulfasalazin und Temozolomid 
synergistische hämatotoxische Effekte aufweisen. Diese Hypothese gilt es in 
zukünftigen Arbeiten weiter zu untersuchen. 
  
Anhang 
 46 
6 Anhang  
6.1 Glutamat- und Glutathionsynthese unter Hemmung der 
Pyruvatcarboxylase durch Phenylessigsäure 
Da die Tumorzelle Glutamat prinzipiell sowohl durch die Deaminierung von Glutamin 
als auch durch die Neusynthese ausgehend von im Citratzyklus gebildeten α-
Ketoglutarat erzeugen kann, stellte sich die Frage, ob die Bildung von Glutamat durch 
den Citratzyklus in Glioblastomzellen von Bedeutung ist. Da die Neusynthese aus α-
Ketoglutarat eine anaplerotische Reaktion zwingend erforderlich macht, wurde im 
Rahmen einer ergänzenden Studie untersucht, ob eine Hemmung der 
Pyruvatcarboxylase zu einer verringerten Synthese und Abgabe von Glutamat führt. 
Zu diesem Zweck wurde der Pyruvatcarboxylaseinhibitor Phenylessigsäure verwendet 
und untersucht, ob eine verringerte Glutamatsekretion und Glutathionsynthese 
beobachtet werden kann. Im Experiment wurden zwei Glioblastomzelllinien und vier 
Primärkulturen für 48 Stunden in 5 mM Phenylessigsäure inkubiert. Hierzu wurden 
jeweils 100.000 Zellen je Well in 12-Well-Platten in DMEM-zero unter Zusatz von 4 g/l 
Glucose, 2 mM GlutaMax und 10 % FKS abgesetzt. Anschließend erfolgte zunächst 
die Glutamatmessung im Überstand und nach Lyse der Zellen die Bestimmung der 
Glutathionmenge (siehe Abbildung 15). 
 
Abbildung 15: Einfluss der Hemmung der Pyruvatcarboxylase auf A: Glutamat und B: Glutathion 
in zwei Zelllinien und fünf Primärkulturen 
Dargestellt ist die Glutamat- und Glutathionkonzentration in zwei Zelllinien und fünf Primärkulturen nach 48 Stunden Inkubation 
mit 5 mM Phenylessigsäure im Vergleich zum Vehikel. 
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Die Ergebnisse in Abbildung 15 zeigen, dass unter den gewählten 
Versuchsbedingungen weder die Menge an sezerniertem Glutamat noch die 
intrazelluläre Glutathionkonzentration durch eine Hemmung der Pyruvatcarboxylase 
beeinflusst werden. Diese Beobachtung lässt die Vermutung zu, dass der Citratzyklus 
unter den gewählten experimentellen Bedingungen nicht an der Synthese von 
Glutamat beteiligt ist, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass andere 
anaplerotische Reaktionen ebenfalls von Bedeutung sein könnten, wie beispielsweise 
die Bereitstellung von Oxalacetat durch die Phosphoenolpyruvatcarboxylase, die 
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase oder durch das Malatenzym. 
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Das Glioblastoma multiforme zählt zu den häufigsten Tumoren des Zentralen 
Nervensystems mit neuroepithelialen Ursprung. Charakteristisch für das Glioblastom 
sind verschiedene Genmutationen, welche insbesondere Tumorsuppressorgene aber 
auch Zellzyklus- und Apoptose-regulierende Gene betreffen. Typisch ist das meist 
polymorphe Zellbild mit hoher Mitoserate neben pathologischen Gefäßproliferationen 
und Thrombosen. Aufgrund der schnellen Tumorprogression sowie der geringen 
Überlebensrate der Patienten wird das Glioblastom von der WHO als Grad IV-Tumor 
eingestuft. Der aktuelle Therapiestandard umfasst eine Triple-Therapie aus 
Tumorresektion, Bestrahlung und chemotherapeutischer Behandlung mit 
Temozolomid. 
Die neoplastische Transformation astrozytärer Zellen in maligne Gliome geht mit dem 
Verlust ihrer Fähigkeit zur Aufrechterhaltung der Glutamathomöostase einher. Eine 
Schlüsselrolle scheint hierbei das heterodimeren Aminosäure-Antiport-System xc- zu 
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spielen. Dieses ermöglicht den elektroneutralen Austausch extrazellulären L-Cystins 
gegen intrazelluläres L-Glutamat. Während der extrazelluläre Glutamat-Anstieg zum 
Zelltod umliegender Neurone führt, wird intrazellulär aufgenommenes Cystin für die 
Synthese des Antioxidans Glutathion genutzt. 
Primäres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Frage zu beantworten, ob in 
Glioblastomzellen durch die Synthese von Glutamat und dessen Sekretion über das 
Glutamat/Cystin-Antiportsystem xc- eine erhöhte Synthese von Glutathion ermöglicht 
wird. Zugleich sollte überprüft werden, ob sich Zellen aus durch Biopsien gewonnenen 
Kulturen im Hinblick auf ihre Glutamatproduktion und –sekretion unterscheiden und ob 
dies eine Auswirkung auf die Menge an produziertem Glutathion hat. Darauf 
aufbauend wurde abschließend der Einfluss einer Hemmung des Systems xc- mittels 
Sulfasalazin auf die Glutathionsynthese in Zelllinien und primären Zellkulturen 
untersucht. 
Zu diesem Zweck musste zunächst ein Assay entwickelt werden, mit dessen Hilfe 
Glutamat unter den von uns gewählten Untersuchungsbedingungen zuverlässig 
gemessen werden konnte. Anschließend wurden Zellen aus zwei Glioblastomzelllinien 
und sechs Primärkulturen hinsichtlich ihrer Glutamatsekretion untersucht. Weiterhin 
wurde die Menge intrazellulären Glutathions in den Zellen bestimmt. Abschließend 
erfolgte die Messung der Glutathionmenge nach Hemmung des Systems xc- mittels 
Sulfasalazin. 
Unsere Untersuchungen haben ergeben, dass unter den gewählten 
Versuchsbedingungen alle verwendeten Zelllinien in der Lage waren Glutamat zu 
produzieren und an das Medium abzugeben. Es stellte sich die Frage, auf welchem 
Wege die Zellen in unseren Versuchen Glutamat bilden. Neben einer möglichen 
Deaminierung des Glutamins besteht die Möglichkeit zur Neusynthese ausgehend von 
glykolytisch gebildetem Pyruvat unter anaplerotischer Bereitstellung eines Moleküls 
Oxalacetat. Wie weiterführende Arbeiten unter Verwendung des Pyruvatcarboxylase-
Inhibitors Phenylessigsäure gezeigt haben, scheint eine Anaplerose durch die 
Pyruvatcarboxylase dabei keinen Einfluss auf die Glutamatproduktion zu haben, so 
dass die Deaminierung von durch GlutaMax bereitgestellten Glutamins als 
wahrscheinlicher Syntheseweg anzusehen ist. Wie gezeigt werden konnte, besteht 
zwischen den ermittelten Glutamat- und Glutathionmengen keine eindeutige 
Korrelation. Dies lässt vermuten, dass ein Großteil des aufgenommenen Cystins für 
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alternative Stoffwechselwege genutzt wird, wie beispielsweise für die Synthese von 
Cysteinsulfinsäure, welche über eine Hemmung der Pyruvatdehydrogenase zu einer 
verminderten Produktion freier Radikale führen würde. 
Nach Inhibition des SLC7A11-Transporters mittels Sulfasalazin konnte in allen 
untersuchten Zelllinien und in drei der vier betrachteten Primärkulturen ein signifikanter 
Rückgang der intrazellulären Glutathionkonzentration gemessen werden. In einer der 
von uns untersuchten Primärkulturen war der Effekt aufgrund hoher Messwertvariation 
nicht signifikant. Erste in vitro Untersuchungen zum klinischen Einsatz von 
Sulfasalazin haben gezeigt, dass die Verbindung Glioblastomzellen für eine sich 
anschließende zytostatische Behandlung mit Temozolomid sensibilisiert und damit die 
Effektivität des Zytostatikums steigert. Auch der kombinierte Einsatz einer 
Gammastrahlen-Radiotherapie mit Sulfasalazin verlängerte das Überleben von 
Ratten, denen humane Glioblastom-Xenografts implantiert worden waren. Eine erste 
in vivo Studie zum postchirurgischen Einsatz von Sulfasalazin in Kombination mit 
Temozolomid und Bestrahlung zeigte an einem kleinen Patientenkollektiv, dass die 
zusätzliche Gabe von Sulfasalazin keinen Einfluss auf das Gesamtüberleben oder das 
Progressions-freie Intervall hatte. Es ist zu vermuten, dass Sulfasalazin und 
Temozolomid synergistische hämatotoxische Effekte aufweisen. Diese Hypothese gilt 
es in zukünftigen Arbeiten weiter zu untersuchen.  
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